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(54) Title: 3D MATRIX FOR PRODUCING CELL TRANSPLANTS 



(54) Bezeichnung: 3D-MATRIX ZUR HERSTELLUNG VON ZELLTRANSPLANTATEN 

rH 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for producing a biologically compatible matrix, to a matrix that can be obtained 
j using the method, and to the use thereof. The invention also relates to an implant. The inventive matrix can be produced by dissolving, 
{kj in water, chitosan in acid, by freezing the solution and by subsequently lyophilizing the same. Excess acid can be removed by 
neutralizing with a base before or after the lyophilization. The inventive matrix is dimensionally stable and elastic. When implanted, 
IT) it induces only a minor immunoreacuon. 

^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifrt ein Verfahren zur Herstellung einer biologisch vertraglichen Matrix, eine mit dem 
Verfahren erhaltliche Matrix, sowie deren Verwendung. Ferner wird ein Implantat beschrieben. Die erfindungsgemasse Matrix wird 

Q erhalten, indem Chitosan im Sauren in Wasser gelost wird, die Losung eingefroren und anschliessend lyophilisiert wird. Uberschus- 
sige Saure kann vor oder nach dem Lyophilisieren durch Neutralisation mit Base entfernt werden. Die erfindungsgemasse Matrix ist 

^ formstabil und elasusch. Bei einer Implantation fuhrt sie nur zu einer untergeordneten Immunreaktion. 
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1 3D -MATRIX ZUR HERSTELLUNG VON ZELLTRANSPLANTATEN 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer biologisch ver- 
traglichen dreidirnensionaien Matrix, eine mit dem erfindungsgemaJ3en Ver- 
5 fahren erhaltliche Matrix, sowie deren Verwendung. 

Auf dem Gebiet der Transplantationsmedizin sind in den letzten Jahren er- 
hebliche Erfolge erzielt worden. Probleme bereiten jedoch die geringen ver- 
fugbaren Mengen an Spenderorganen, was zu erheblichen Wartezeiten fur 

10 transplantationspflichtige Patienten gefuhrt hat. Ein weiteres Problem be- 
steht darin, dass mit den Spenderorganen auch Krankheitserreger ubertra- 
gen werden konnen, wie dies zumindest zeitweise bei Spendern der Fall 
war, die an AIDS erkrankt waren. Ferner werden transplantierte Organe 
vom Immunsystera des Empfangers als fremd erkannt. Nach erfolgter 

15 Transplantation ist der Patient daher auf immunsuppressive Medikamente 
zur Unterdruckung von AbstoJ3ungsreaktionen angewiesen. In jungerer Zeit 
sind Versuche unternommen worden, kunstliche Organe aus Zellkulturen 
zu ziichten, wobei in einigen Bereichen betrachtliche Erfolge erzielt werden 
konnten. Dabei werden Zellen auf einer dreidirnensionaien Matrix kulti- 

20 viert, die entsprechend den Bedurfnissen geformt werden kann. beispiels- 
weise in Form eines Ohrs. Dieses kunstliche Organ oder Korperteil kann 
dann transplantiert werden, wobei bei Verwendung korpereigener Zellen 
diese nicht als fremd vom Immunsystem des Empfangers erkannt werden, 
also auch keine AbstoJSungsreaktion eintreten kann. 

25 

Als Material fur die Matrix sind beispielsweise Collagen oder Alginat im 
Gemisch mit Chitosan bekannt. Insbesondere Collagen wird jedoch wegen 
der Herstellung aus Rinderknorpel und der damit verbundenen BSE-Gefahr 
nur ungern fur die Herstellung von Implantaten fur menschliche Patienten 
30 verwendet. 

Als vielversprechendes Matrixmaterial hat Chitosan ein immer gr6J3eres In- 
teresse gefunden. Chitosan ist ein teilweise deacetyliertes Chitin und wird 
aus den Exoskeletten von Arthropoden gewonnen. Es ist ein Aminopolysac- 
35 charid (Poly- 1-4-glucosamin), das beispielsweise im Medizinbereich als 
Nahtmaterial oder zur Verkapselung von Pharmaka verwendet wird. Sein 
Vorteil liegt darin, dass es vom Korper vollstandig resorbiert werden kann. 
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1 Chitosan kann im leicht Sauren (pH < 6) durch Protonierung der freien 
Aminogruppen in Wasser gelost werden. Im Alkalischen (pH > 7) fallt es 
aus der wassrigen Losung wieder aus. Durch diesen pH-abhangigen Mecha- 
nismus kann Chitosan unter milden Bedingungen gereinigt und verarbeitet 

5 werden. 

In der US 5.871.985 wird ein Trager fur die Transplantation in einen Pati- 
enten vorgeschlagen. der aus einer Matrix besteht, in die Zellen eingewach- 
sen sind. Dazu wird zunachst eine Losung aus Chitosan hergestellt, in der 
10 lebende Zellen enthalten sind. Diese Losung wird dann in eine semipermea- 
ble Membran eingeschlossen. um den Trager auszubilden. Das Chitosan 
wird prazipitiert und bildet eine unvernetzte Matrix aus in der die Zellen 
verteilt sind. 

15 Madihally et al. (Biomaterials 1999; 20(12). S. 1133 - 42) beschreibt eine 
Matrix fur die Geweberegeneration. Chitosan. das zu 85 - 90 % deacetyliert 
ist wird dazu in 0.2 M Essigsaure gelost. sodass Losungen mit einem Ge- 
halt von 1 bis 3 Gew.-% Chitosan erhalten werden. Die Losung wird einge- 
froren und das Wasser und die uberschussige Essigsaure durch Lyophili- 

20 sieren entfernt. Durch die Lyophilisationsbedingungen kann dabei die 
Form der sich bildenden Poren beeinflusst werden. Der mittlere Poren- 
durchmesser der erhaltenen Matrix liegt im Bereich von 40 - 250 jam. Die 
frisch lyophilisierte Matrix wird als steif und unelastisch beschrieben. 
Beim Hydratisieren in einem neutralen wassrigen Medium quillt das Chito- 

25 san rasch und lost sich schlieJ31ich auf. Ein erneutes Auflosen der Chito- 
sanstruktur kann durch Aquilibrieren in verdunnter NaOH oder durch Wa- 
schen mit einer Ethanolreihe, beispielsweise 100, 70. 50. 0 %. verhindert 
werden. Die lyophilisierte Matrix wird dazu fur ca. 10 Minuten in 0,05 M 
NaOH aquilibriert und mit Wasser und PBS (phosphatgepufferte physiologi- 

30 sche Kochsalzlosung) gewaschen. Beim Aquilibrieren in verdunnter NaOH 
schrumpft die Matrix jedoch und zeigt Veranderungen in ihrem Aufbau, die 
bei einer Erniedrigung des pH auf 7 nur zum Teil reversibel sind. Ferner 
zeigt die Matrix zahlreiche Lufteinschlusse. Bessere Ergebnisse werden bei 
einer Aquilibrierung mit einer Ethanolreihe erhalten. Zur Entfernung von 

35 Lufteinschlussen wird beim Waschen mit absolutem Alkohol zunachst kurz 
ein Vakuum angelegt. Als weiterer Vorteil wird angefuhrt, dass durch die 
Behandlung mit Alkohol die Matrix wahrend der Aquilibrierung sterilisiert 
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wird. Dennoch ist das Verfahren vergleichsweise aufwandig. Auch bei einer 
Stabilisierung der Membran durch eine Ethanolreihe findet eine Verande- 
rung der Porenstruktur statt. da durch das Wasser das Chitosan lokal auf- 



hydratisierte Matrix wird als weich und flexibel beschrieben, zeigt jedoch 
nur eine geringe Festigkeit. Dies erschwert die Verarbeitung der Matrix er- 
heblich. Wird diese beispielsweise fur die Kultivierung von Knorpelzellen 
zur Bildung von Knorpel in die entsprechende Form zugeschnitten, zer- 
bricht die Matrix sehr leicht. Ebenso wird die Kultivierung der Zellen er- 
schwert, da die Matrix durch Manipulationen, beispielsweise beim Umbet- 
ten in frisches Kulturmedium, leicht in mehrere Bruchstucke zerfallt. Da- 
mit lassen sich mit bekannten Chitosanmatrices nur sehr schwer Implan- 
tate mit einer definierten Struktur herstellen. Weiter beschreiben Madihally 
et al. die Herstellung von Mikrocarriern. Dazu werden entweder Tropfen der 
wassrigen Chitosanlosung direkt beispielsweise in flussigem Stickstoff ein- 
gefroren oder vor dem Einfrieren im Alkalischen durch NaOH als Gel aus- 
gefallt. Gr6£ere Strukturen werden nicht beschrieben. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung 
einer biologisch vertraglichen, dreidimensionalen Matrix zur Verfugung zu 
stellen, das einen geringeren Aufwand erfordert und zu stabilen, weichen 
Matrices fuhrt. 

Die Aufgabe wird gema£ einer ersten Ausfuhrungsform der Erfindung ge- 
lost mit einem Verfahren zur Herstellung einer biologisch vertraglichen 
dreidimensionalen Matrix, wobei aus Chitosan und einem Uberschuss einer 
Saure eine wassrige Losung hergestellt wird, die wassrige Losung neutrali- 
siert wird, die neutralisierte wassrige Losung eingefroren wird und das 
Wasser unter vermindertem Druck absublimiert wird. 

Eine dreidimensionale Matrix mit vergleichbaren Eigenschaften wird gemaJ3 
einer zweiten Ausfuhrungsform der Erfindung erhalten mit einem Verfah- 
ren zur Herstellung einer biologisch vertraglichen dreidimensionalen Ma- 
trix, wobei aus Chitosan und einem Oberschuss einer Saure, die ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe, die gebildet ist von Alkyl- und Arylhydroxycar- 
bonsauren, eine wassrige Losung hergestellt wird, die wassrige Losung ein- 
gefroren wird und das Wasser unter vermindertem Druck absublimiert 



gelost werden kann und damit die Porenstruktur partiell zerstort wird. Die 
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1 wird, wobei uberschussige Saure vor oder nach dem Absublimieren entfernt 
wird. 

Nach dem erfindungsgemaJ3en Verfahren wird zunachst eine wassrige L6- 
5 sung eines teilweise deacetylierten Chitosans und einer im Uberschuss vor- 
liegenden Saure hergestellt. Unter Uberschuss wird dabei verstanden. dass 
der pH der wassrigen Losung im Sauren liegt, vorzugsweise unterhalb von 
pH < 4. Dadurch sind die freien Aminogruppen des Chitosans zumindest 
teilweise protoniert, wodurch die Loslichkeit in Wasser gesteigert wird. Die 

10 Sauremenge ist nicht kritisch. Sie muss lediglich so gewahlt sein, dass das 
Chitosan in Losung geht. Eine ubermaJMge Saurezugabe wird nach Mdg- 
lichkeit vermieden, da uberschussige Saure wieder entfernt werden muss, 
und dadurch die Aufarbeitung bei groJ3en Sauremengen erschwert wird. 
Gunstig sind Sauremengen, die eine 0,05 bis 1 N, vorzugsweise 0,1 bis 

15 0,5 N, insbesondere 0,1 bis 0,3 N Losung ergeben. 

Als Saure besonders geeignet ist Milchsaure. Die fertiggestellte Matrix ent- 
halt dann Lactationen als Gegenionen des Chitosans. Die Matrix ist in die- 
sem Fall besonders weich und elastisch. 

20 

Die Chitosanmenge wird vorzugsweise so gewahlt, dass sich eine Konzen- 
tration von 0,01 bis 5 Gewichts-%, vorzugsweise 0,5 bis 1 Gewichts-% er- 
gibt. Durch die Konzentration der Chitosanlosung kann Einfluss auf die 
Struktur der Matrix, insbesondere deren PorengrojSe genommen werden. 
25 Auf diese Weise lasst sich die PorengroJSe der Matrix auf den jeweiligen 
Zelltypus abstimmen, mit dem die Matrix besiedelt werden soli. 

Chitosan hat wegen seiner Herstellung aus naturlichen Quellen kein ein- 
heitliches Molekulargewicht. Je nach Quelle und Aufbereitungsverfahren 
30 kann das Molekulargewicht zwischen 20 kDa bis uber 1.000 kDa betragen. 
Fur die Herstellung der dreidimensionalen Matrix ist das Chitosan hin- 
sichtlich seines Molekulargewichts keinen Beschrankungen unterworfen. 

Nach dem Einfrieren wird das Wasser unter vermindertem Druck absubli- 
35 miert. Geeignete Druckbereiche sind 0,001 bis 3 hPa. Die genauen Bedin- 
gungen werden von der Zusammensetzung der wassrigen Losung beein- 
flusst. Sofern eine fluchtige Saure verwendet wurde, kann diese beim Lyo- 
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philisieren zumindest teilweise mit verdampft werden. 

Bevorzugt wird vor dem Einfrieren zur Entfernung uberschussiger Saure 
durch Zugabe einer Base der pH-Wert der wassrigen Losung auf 5,0 bis 
7,5, vorzugsweise 5.5 bis 7,0. insbesondere 6,0 bis 7.0 eingestellt. Es wird 
eine Matrix mit sehr guten Eigenschaften hinsichtlich ihrer Formstabilitat 
erhalten. Die Matrix schrumpft beim Rehydratisieren nicht und zeigt auch 
keine Strukturveranderungen. Besonders ausgepragt ist dieses stabile Ver- 
halten, wenn die wassrige Losung vor dem Einfrieren einen pH von 6,0 bis 
7,0 aufweist. In diesem Bereich beginnt das Chitosan auszufallen. Es wird 
angenommen, dass sich im Neutralen ein Gel oder eine feine Suspension 
ausbildet, die sich positiv auf die Struktur der lyophilisierten Matrix aus- 
wirkt. Die neutralisierte wassrige Losung des Chitosans bildet also eine 
Suspension. Je nach Konzentration des Chitosans kann die wassrige Lo- 
sung beim Neutralisieren daher trub werden. 

Bei einem Verfahren. wie es von Madihally et al. vorgeschlagen wurde, er- 
fahrt die Matrix bei der Neutralisation uberschussiger Essigsaure durch 
Aquilibrieren mit wassriger NaOH eine starke Veranderung der Struktur. 
Vermutlich fuhrt die Zugabe der wassrigen Losung lokal zur AufLosung des 
Chitosans, wobei dieses durch die NaOH wieder ausgefallt wird. Damit wird 
die Porenstruktur der Matrix verandert. 

Mit dem von den Erfindern aufgefundenen Verfahren ist nun eine Moglich- 
keit aufgefunden worden, die Matrix zu stabilisieren, sodass nach der Ent- 
fernung des Wassers durch Lyophilisieren keine bzw. wesentlich geringere 
Strukturanderungen bei der weiteren Verarbeitung der Matrix auftreten. 

Bei der ersten Ausfuhrungsform des erfindungsgema£en Verfahrens weist 
die Chitosanlosung bereits vor dem Einfrieren und Lyophilisieren einen 
neutralen pH auf. Als "neutraler pH" ist dabei ein pH im oben angegebenen 
Bereich zu verstehen. Nach dem Lyophilisieren muss daher die Matrix auch 
nicht mehr mit Base aquilibriert werden. Wesentlich ist, dass die Chitosan- 
losung ausreichend neutralisiert wird und das Chitosan als Gel ausfallt. 
Wird die Neutralisation nicht sorgfaltig ausgefuhrt, lost sich die erhaltene 
Matrix beim Rehydratisieren wieder auf. Bei der ersten Ausfuhrungsform 
des erfindungsgemsLSen Verfahrens ist die Saure zunachst keinen besonde- 
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1 ren Beschrankungen unterworfen. 

Fur die Herstellung der wassrigen Chitosanlosung kann eine Saure verwen- 
det werden, die ausgewahlt ist aus der Gruppe. die gebildet ist von anorga- 
5 nischen Sauren und organischen Sauren, vorzugsweise Alkyl- und Arylcar- 
bonsauren, insbesondere Hydroxycarbonsauren. Besonders bevorzugt ist 
Milchsaure. 

Beispiele fur anorganische Sauren sind Salzsaure, Phosphorsaure und sau- 
10 re Phosphatsalze. Beispiele fur organische Sauren sind Alkylcarbonsauren 
mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen, wobei die Alkylkette geradkettig oder ver- 
zweigt sein kann. Beispiele sind Ameisensaure, Essigsaure, Propionsaure, 
Buttersaure, Valeriansaure, Hexansaure, Heptansaure und hdhere gerad- 
kettige Carbonsauren. Geeignet sind auch Dicarbonsauren mit 2 bis 8 Koh- 
15 lenstoffatomen, wie Oxalsaure, Bernsteinsaure oder Adipinsaure. Geeignet 
sind auch aromatische Carbonsauren. wie Benzoesaure oder Naphthoesau- 
ren. Ferner sind auch Aminosauren, wie Glutaminsaure oder Asparagin- 
saure, geeignet. 

20 Besonders gute Ergebnisse werden jedoch mit Hydroxycarbonsauren erhal- 
ten. Geeignet sind insbesondere Hydroxycarbonsauren mit 2 bis 12 Kohlen- 
stoffatomen. Es konnen ein oder mehrere Hydroxylgruppen sowie ein oder 
mehrere Carboxylgruppen im Molekul vorhanden sein. Beispiele sind 
Glycolsaure, Milchsaure. Apfelsaure, Weinsaure. sowie Zitronensaure. Es 

25 konnen auch aromatische Hydroxycarbonsauren verwendet werden, bei- 
spielsweise Mandelsaure. 

Als Basen konnen ubliche Basen, wie z. B. Alkalihydroxide. wie NaOH, ver- 
wendet werden. Die Basen sollten so gewahlt werden, dass ohne Weiteres 
30 ein neutraler pH eingestellt werden kann. 

Eine weitere Moglichkeit, eine Matrix mit verbesserter Struktur zu erhal- 
ten, besteht darin, die Matrix bereits durch die zum Auflosen des Chito- 
sans in Wasser verwendete Saure zu stabilisieren. 

35 

Uberraschend hat sich gezeigt, dass durch die Wahl des Gegenions die Ei- 
genschaften der Chitosanmatrix beeinflusst werden konnen. Dies wird bei 
der zweiten Ausfuhrungsform des erfindungsgemsLSen Verfahrens genutzt. 
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1 Als Sauren werden dabei Hydroxycarbonsauren verwendet. Insbesondere 
bei Verwendung von Milchsaure, bei dem das Lactatanion das Gegenion zur 
protonierten Aminogruppe des Chitosans bildet. werden sehr gute Eigen- 
schaften erhalten. Die Matrix zeigt eine hohe Temperaturbestandigkeit und 

5 kann beispielsweise probiemlos autoklaviert werden. Dabei treten keine 
Verfarbungen oder sonstige Zersetzungserscheinungen der Matrix auf. Die 
Matrix zeigt auch eine hohe Elastizitat und mechanische Belastbarkeit. So 
lasst sich eine flachige Matrix, die durch AusgieJ3en der wassrigen Chito- 
san/Milchsaurelosung in einer Petrischale und anschlieJSendem Einfrieren 
10 und Lyophilisieren erhalten wird. probiemlos aufrollen. ohne dass die Ma- 
trix bricht. 

Bei der zweiten Ausfuhrungsform des erfindungsgema£en Verfahrens tritt 
der stabilisierende Effekt der Hydroxyalkyl- bzw. -arylcarbonsauren bereits 

15 auf. wenn die Chitosanlosung vor dem Einfrieren nicht neutralisiert wird. 
Nach dem Lyophilisieren werden noch vorhandene Reste uberschussiger 
Saure durch Aquilibrieren mit Base. z. B. 0,05 N NaOH, entfernt. Anschlie- 
£end wird die Matrix noch mit Wasser. das einen Phosphatpuffer enthalten 
kann (0.1 N. pH ca. 7) gewaschen. Die Strukturveranderungen der Matrix 

20 fallen dabei erheblich geringer aus als bei der von Madihally beschriebenen 
Matrix. Besonders vorteilhaft wird bei der zweiten Ausfuhrungsform des er- 
findungsgemaJJen Verfahrens die Chitosanlosung bereits vor dem Einfrie- 
ren neutralisiert. Ein Aquilibrieren im Alkalischen ist dann nicht mehr er- 
forderlich. Die Matrix kann direkt weiterverarbeitet und beispielsweise mit 

25 Zellen besiedelt werden. 

Mit beiden Ausfuhrungsformen des erfindungsgematfen Verfahrens wird 
eine Matrix mit einer gleichmeLBigen Porenstruktur erhalten, die weich und 
nachgiebig ist. Wird die Matrix beispielsweise mit Fingerdruck zusammen- 
30 gepresst. kehrt sie nach Aufheben des Drucks wieder elastisch in ihre ur- 
sprungliche Form zuruck. Die Matrix lasst sich verformen ohne zu brechen 
oder zu zerbroseln und lasst sich beispielsweise aufrollen. 

Zur Ausbildung von zusammenhangenden Zellverbanden ist es erforderlich. 
35 dass die Matrix wahrend der Besiedelung durch Zellen eine ausreichende 
Bestandigkeit aufweist und erst uber einen langeren Zeitraum abgebaut 
wird. Die Abbaugeschwindigkeit kann uber den Deacetylierungsgrad des 
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Chitosans gesteuert werden. Bei Verwendung eines Chitosans. das noch ei- 
nen sehr hohen Acetylierungsgrad aufweist, lassen sich Abbauzeiten von 
mehr als einem Monat verwirklichen. 

Eine besonders hohe Resorbierbarkeit der Matrix wird beobachtet. wenn 
das Chitosan einen Deacetylierungsgrad von < 80 % aufweist. Der Deace- 
tylierungsgrad bezieht sich auf die N-Acetylgruppen des Chitosans. Unter 
Deacetylierungsgrad wird das Verhaltnis der nicht acetylierten Aminogrup- 
pen zu den insgesamt vorhandenen Aminogruppen verstanden (Summe aus 
freien Aminogruppen und acetylierten Aminogruppen). Es wird angenom- 
men. dass bei einem Deacetylierungsgrad von < 80 % in weiten Bereichen 
der Matrix amorphe Strukturen ausgebildet werden. Diese amorphen Berei- 
che konnen vermutlich von Enzymen besser angegriffen werden. Darnit 
kann die Geschwindigkeit, mit der die Matrix im Korper resorbiert wird, be- 
einflusst und auf die jeweiligen Bedurfnisse abgestimmt werden. 

Die Porengro£e der Matrix kann weiter durch die Geschwindigkeit beein- 
flusst werden. mit der die wassrige Chitosanlosung eingefroren wird. Dabei 
ergibt ein rasches Einfrieren, beispielsweise in flussigem Stickstoff kleine 
Porendurchmesser, wahrend langsames Einfrieren, beispielsweise im Be- 
reich von -30 bis -15 °C groiSere Poren ergibt. Bevorzugt wird die Tempera- 
tur zum Einfrieren der Chitosanlosung im Bereich von -200 °C bis -0 °C, 
vorzugsweise -90 °C bis -10 °C, insbesondere bevorzugt -40 °C bis -15 °C 
gewahlt. 

Die mit dem oben beschriebenen Verfahren erhaltliche Matrix weist hervor- 
ragende Eigenschaften gegenuber den aus dem Stand der Technik bekann- 
ten Matrices auf. Gegenstand der Erfindung ist daher auch eine Matrix, wle 
sie mit dem oben beschriebenen Verfahren erhalten wird. Die Matrix ist 
formstabil, weich und flexibel und kann dadurch leicht verarbeitet und bei- 
spielsweise einfach in die gewunschte Form zugeschnitten werden. Sie 
kann autoklaviert und dadurch einfach sterilisiert werden. ohne das Zer- 
setzungsreaktionen auftreten. Zur Stabilisierung der Matrix sind keine wei- 
teren Substanzen, wie Collagen oder Alginat erforderlich. Der Acetylie- 
rungsgrad und damit beispielsweise die Resorbierbarkeit der Matrix ist frei 
wahlbar und damit auf die jeweiligen Erfordernisse einstellbar. Durch die 
Konzentration der wassrigen Chitosanlosung und die Einfrierbedingungen 
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1 kann die Struktur der Matrix, insbesondere die Porengr6J3e beeinflusst 
werden. 

Eine sehr formstabile und flexible Matrix wird erhalten, wenn die Matrix 
5 ein Lactat-Anion als Gegenion aufweist. 

Durch die gro£e Anzahl von Aminogruppen ist die Matrix beliebig modifi- 
zierbar. Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform der dreidimensionalen Ma- 
trix sind Liganden kovalent oder nicht kovalent an die Chitosanmatrix ge- 
10 bunden, vorzugsweise an die freien Aminogruppen des Chitosans. Als Li- 
ganden konnen z. B. Wachstumsstoffe, Proteine. Hormone. Heparin, He- 
paransulfate, Chondroitinsulfate, Dextransulfate oder eine Mischung dieser 
Substanzen verwendet werden. Die Liganden dienen vorzugsweise zur Kon- 
trolle und Verbesserung der Zellproliferation. 

15 

Das Zellwachstum auf der Matrix wird weiter verbessert, wenn die Matrix 
mit autologem Fibrin beschichtet ist. 

Die erfindungsgemaJSe dreidimensionale Matrix kann als Festphase in ei- 
20 nem Kulturreaktor (Cell Factory) verwendet werden. Die Matrix zeigt eine 
sehr hohe Bestandigkeit im Kulturmedium. Ferner hat sich gezeigt, dass 
die Matrix das Zellwachstum fdrdert. 

Die Matrix regt das Zellwachstum an. Sie kann daher direkt, d. h. ohne 
25 vorherige Besiedlung durch Zellen implantiert werden. Nach der Implantie- 
rung wachsen korpereigene Zellen ein. wobei die Matrix allrnahlich aufge- 
lost wird. 

Die Matrix eignet sich ferner zur Verwendung als Zellimplantat, insbeson- 
30 dere fur knorpelbildende Zellen. Es werden dabei bevorzugt keine gentech- 
nisch veranderten Zellen verwendet. Die Zellen werden vorzugsweise durch 
Biopsie dem Patienten entnommen. auf der Zellmatrix angezuchtet und das 
Zellimplantat dann dem Patienten eingepflanzt. Durch die Besiedlung der 
dreidimensionalen Matrix mit korpereigenen Stammzellen (Knochenersatz), 
35 die sich - angeregt durch die jeweiligen Wachstumsfaktoren des umliegen- 
den Gewebes - erst am Ort des Transplantats differenzieren oder durch Be- 
siedelung mit Knorpelzellen zur erneuten Bildung hyalinen Knorpels sind 
AbstoJSungsreaktionen des Transplantats weitgehend ausgeschlossen. Dies 
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1 ist ein groJ3er Vorteil gegenuber bisherigen Matrices aus verschiedenen 
Kunststoffen oder Keramiken. Diese Materialien verbleiben im Korper und 
konnen noch nach Jahren als fremd erkannt und abgestojSen werden. Die 
dreidimensionale Matrix kann sowohl mit humanen als auch mit animali- 

5 schen Zellen (beispieisweise vom Pferd. Hund oder Hai) besiedelt werden. 
Besonders geeignet sind Haizellen, da diese beim Empfanger keine wesent- 
liche immunologische Antwort auslosen. Haizellen werden bereits als Or- 
ganersatz verwendet, z. B. fur Augenlinsen. 

10 Ein erfindungsgemaJSes Implantat, das nur eine geringe bis uberhaupt kei- 
ne Immunantwort stimuliert, ist vorteilhaft aus der oben beschriebenen 
dreidimensionalen Matrix aufgebaut, die vorzugsweise mit korpereigenen 
Zellen besiedelt ist. So kann beispieisweise eine dunne, flachige Matrix, die 
in einem geeigneten Kulturmedium steril mit Keratocyten besiedelt wurde. 

15 als Hauttransplantat dienen. Die besiedelte Matrix kann im Operationssaal 
steril aus dem Kulturmedium entnommen werden und auf die gereinigte 
Wundflache aufgebracht werden. In die Matrix konnen dann korpereigene 
Zellen unter Ausbildung von Gewebe einwandern. 

20 Moglich ist auch eine Ausfuhrungsform als kunstliche Leber. Die Matrix 
wird dabei in einem geeigneten Kulturmedium mit Leberzellen besiedelt. 
Der Zellverbund, der noch durch die Matrix stabilisiert sein kann, wird 
dann in den Korper eines Patienten eingepflanzt und kann dort 
beispieisweise eine geschadigte Leber in ihrer Funktion unterstutzen. 

25 

Erfolge wurden erreicht. wenn die dreidimensionale Matrix mit autologen 
Chondrozyten besiedelt ist. Die Matrix kann dann an den entsprechenden 
Stellen auf den Knorpel transplantiert werden, wo sich dann neue Knorpel- 
substanz entwickeln kann. Dies bietet groJ3e Vorteile gegenuber der derzeit 
30 ublichen Methode der Transplantation von Knorpelzellen ohne Tragerma- 
trix. Die bei diesem Verfahren bestehende hohe Wahrscheinlichkeit einer 
Verletzung der Knochenhaut und nachfolgendem Einwachsen von Knochen- 
zellen in die neue Knorpelschicht mit folgender Degenerierung des neuen 
Knorpels wird durch das erfindungsgemaJSe Implantat vermieden. 

35 

Beispiele fur weitere Zellen, die geeignet fur eine Besiedlung der Matrix 
sind. sind Osteocyten, Keratinocyten, Hepatozyten, Knochenmarksstamm- 



WO 01/25321 




CT/EP00/09809 



- 11 - 



1 zellen oder neuronale Zellen. 

Die Erfindung wird im Weiteren unter Bezugnahme auf mehrere Figuren 
und anhand von Beispielen genauer erlautert. Die Figuren zeigen im Ein- 
5 zelnen: 

Fig. 1 eine Abbildung einer Matrix mit Lactat als Gegenion. wobei bei 

der Herstellung der Matrix die wassrige Chitosanlosung vor dem Einfrieren 
neutralisiert wurde; 

10 

Fig. 2 eine Abbildung einer Matrix, wobei bei der Herstellung der Ma- 

trix die Matrix nach dem Lyophilisieren mit NaOH (5 Gew.-%) aquilibriert 
wurde; das Gegenion wird bei (a) durch Lactat und bei (b) durch Phosphat 
gebildet; 

15 

Fig. 3 eine mikrospkopische Aufnahme einer mit Chondrozyten be- 

siedelten Matrix. 

Beispiel 1: Allgemeine Herstellvorschrift zur Herstellung einer dreidimen- 
20 sionalen Matrix (1. Ausfiihrungsform) 

Chitosan wird in verdiinnter wassriger Saure bei einem pH zwischen 3 und 
6 unter Ruhren gelost. AnschlieJ3end wird mit verdiinnter NaOH der ge- 
wunschte pH-Wert eingestellt. Die Losung wird in ein geeignet geformtes 
25 GefaJ3 uberfuhrt und bei -30 bis -15°C eingefroren. Das Gefa£ mit der ge- 
frorenen Losung wird in einen Lyophilisator uberfuhrt und das Wasser un- 
ter vermindertem Druck (0,01 bis 0,5 hPa) absublimiert. Der schwammarti- 
ge Ruckstand kann ohne weitere Reinigung fur die Besiedlung mit Zellen 
eingesetzt werden. 

30 

Beispiel 2: Allgemeine Herstellvorschrift zur Herstellung einer dreidimen- 
sionalen Matrix (2. Ausfiihrungsform) 

Chitosan wird in verdunnter wassriger Hydroxycarbonsaure bei einem pH 
35 zwischen 3 und 6 unter Ruhren gelost. Die klare Losung wird bei einer 
Temperatur von -30 bis -15°C in einem geeignet geformten GefaJ3 eingefro- 
ren. Das GefaJ3 mit der gefrorene Losung wird in einen Lyophilisator uber- 
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1 fuhrt und das Wasser unter vermindertem Druck (0,01 bis 0.5 hPa) absub- 
limiert. Der nach dem Absublimieren des Wassers zuruckbleibende 
schwammartige Ruckstand wird fur 24 Stunden in Natronlauge (5 Gew.-%) 
alkalisiert. AnschlieJ3end wird die schwammartige Matrix mit entionisier- 

5 tern Wasser gewaschen bis auf einen fur Zellen vertraglichen pH-Wert. 

Beispiel 3: Herstellung einer porosen Chitosanmatrix (Gegenion: Lactat) 

0.1 g Chitosan und 0.1113 g Milchsaure (90% in Wasser. bezogen von 
10 Merck KGaA. Darmstadt) wurden in 9.79 g entionisiertem Wasser unter 
Ruhren gelost und der pH-Wert mit 1 M Natronlauge auf 7 eingestellt. Die 
klare Losung wurde zunachst bei -24 °C eingefroren und anschlieJSend bei 
einem Druck von 0,05 hPa das Losungsmittel absublimiert. 

15 Erhalten wurde ein wei£er feinporiger Schaum, der eine schwammartige 
Elastizitat aufwies. Der Schaum wurde ohne weitere Reinigung fur die Be- 
siedelung mit Zellen verwendet. Die Matrix ist in Fig. 1 abgebildet. Sie 
weist eine gleichmaJSige, fein stukturierte Oberflache auf. Es sind keine 
Verwerfungen festzustellen, die Matrix zeigt durchgehend eine gleichmaJ3i- 

20 ge feinporige Struktur. 

Beispiel 4: Herstellung einer poroser Chitosanmatrix (Gegenion: Acetat) 
(1. Ausfiihrungsform) 

25 0.1 g Chitosan und 0.1 g Eisessig (100 %ig) wurden in 9,79 g entionisier- 
tem Wasser unter Ruhren gelost und der pH-Wert mit 1 M Natronlauge auf 
7 eingestellt. Die klare Losung wurde zunachst bei -24 °C eingefroren und 
anschlieJ3end bei einem Druck von 0.05 hPa das Losungsmittel absubli- 
miert. 

30 Erhalten wurde ein weLBer feinporiger Schaum. 

Beispiel 5: Herstellung einer porosen Chitosanmatrix (Gegenion: Phosphat) 

0.1 g Chitosan und 0,037 ml ortho-Phosphorsaure (85 % Sigma P 6560) 
35 wurden in 7,00 g entionisiertem Wasser unter Ruhren gelost und der pH- 
Wert mit 1 M Natronlauge auf 7 eingestellt. Die klare Losung wurde zu- 
nachst bei -24 °C eingefroren und anschlieJ3end bei einem Druck von 
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1 0,05 hPa das Losungsmittel absublimiert. 

Erhalten wurde ein weijSer feinporiger Schaum, der eine schwammartige 
Elastizitat aufwies. Der Schaum wurde ohne weitere Reinigung fur die Be- 
5 siedelung mit Zellen verwendet. 

Beispiel 6: Herstellung einer porosen Chitosanmatrix (Gegenion: Glutamat) 

0,1 g Chitosan und 0,1 g Glutaminsaure (Sigma G 6904) wurden in 10.00 g 
10 entionisiertem Wasser unter Ruhren gelost und der pH-Wert mit 1 M Na- 
tronlauge auf 7 eingestellt. Die klare Losung wurde zunachst bei -24 °C 
eingefroren und anschlie^end bei einem Druck von 0,05 hPa das Losungs- 
mittel absublimiert. 

15 Erhalten wurde ein wei£er feinporiger Schaum, der eine schwammartige 
Elastizitat aufwies. 

Beispiel 7: 

0,1 g Chitosan und 0,1113 g Milchsaure wurden in 9,79 g entionisiertem 
20 Wasser unter Ruhren gelost und die klare Losung zunachst bei -24 °C ein- 
gefroren. Anschlie3end wurde bei einem Druck von 0,05 hPa das Losungs- 
mittel absublimiert. Der schwammartige Ruckstand wurde fur 24 Stunden 
in Natronlauge (5 Gew.-%) alkalisiert und anschlieJSend mit entionisiertem 
Wasser neutral gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein elastischer weis- 
25 ser Schaum erhalten. Die Matrix ist in Fig. 2a abgebildet. 

Vergleicbsbeispiel 1: 

0,1 g Chitosan und 0,037 ml ortho-Phosphorsaure wurden in 7,00 g entio- 
nisiertem Wasser unter Ruhren gelost und die klare Losung zunachst bei 
30 -24 °C eingefroren. AnschlieJSend wurde bei einem Druck von 0,05 hPa das 
Losungsmittel absublimiert. Der schwammartige Ruckstand wurde fur 24 
Stunden in Natronlauge alkalisiert und anschlieJSend mit entionisiertem 
Wasser neutral gewaschen. Nach dem Trocknen wurde ein bruchiger weis- 
ser Schaum erhalten. Die Matrix ist in Fig. 2b abgebildet. 

35 

Beipiel 8: Herstellung einer porosen Chitosanmatrix mit anionischem Cha- 
rakter (Immobilisierung von L-Glutaminsaure) 
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1 0.1 g Chitosan wurden in 10 mi Wasser gegeben und der pH mit 1 M Salz- 
saure auf 4 eingestellt und die Mischung wurde fur 24 Stunden geruhrt. 
Durch Zugabe von 1 N NaOH wurde der pH auf 5,8 eingestellt und dann 
unter Ruhren 0,05 g Glutaminsaure und 0,05 g 1 -Ethyl-3-(3-Dimethyla- 
5 minopropyl) Carbodiimid (EDAC) zugegeben und gelost. Nachdem fur weite- 
re 3 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt worden war, wurde. der pH mit 
1 M NaOH auf 7 eingestellt. der Niederschlag abfiltriert und mit 2 1 entioni- 
siertem Wasser gewaschen. Der gewaschene Niederschlag wurde mit 
0,1113 g Milchsaure (90% in Wasser, bezogen von Merck KGaA, Darm- 
10 stadt) in 9.79 g Wasser unter Ruhren gelost. Der pH wurde mit 1 N Natron- 
lauge auf 7 eingestellt und die Losung bei -24 °C eingefroren. AnschliejSend 
wurde das Wasser bei einem Druck von 0,05 hPa absublimiert. 

Es wurde ein weiJ3er schwammartiger Ruckstand erhalten. Der Schwamm 
15 kann ohne weitere Reinigung verwendet werden. 

Beispiel 9: Herstellung einer dreidimensionalen Matrix mit immobilisierten 
Zelladhasionsfaktoren L-Arg-L-Gly-L-Asp 

20 0.1 g Chitosan wurden in 10 ml Wasser gegeben und der pH mit 1 M Salz- 
saure auf 4 eingestellt. Nachdem 24 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt 
wurde, wurde der pH der klaren Losung mit 1 M NaOH auf 5.8 eingestellt 
und anschlieJSend nacheinander 0.01 g L-Arg-L-Gly-L-Asp und 0,05 g 1-E- 
thyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimid (EDAC) zugegeben und unter 

25 Ruhren gelost. Nachdem fur weitere 3 Stunden bei Raumtemperatur ge- 
ruhrt worden war, wurde der pH mit 1 N NaOH auf 7 eingestellt. Der Nie- 
derschlag wurde abfiltriert und mit 2 1 Wasser gewaschen. AnschlieJ3end 
wurde der Niederschlag mit 0,1113 g Milchsaure (90 % in Wasser, bezogen 
von Merck KGaA. Darmstadt) in 9.79 g Wasser unter Ruhren gelost, der pH 

30 mit 1 N Natronlauge auf 7 eingestellt und die Losung bei -24 °C eingefro- 
ren. SchlieJMich wurde das Wasser bei einem Druck von 0.05 hPa absubli- 
miert. 

Es wurde ein weiJ3er schwammartiger Ruckstand erhalten. Der Schwamm 
35 kann ohne weitere Reinigung verwendet werden. 
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1 Beispiel 10: Allgemeine Arbeitsvorschrift fur die Aussaat und Inkubation 
von Zellen auf der dreidimensionalen Matrix. 

Eine gemaJS den Beispielen 1 bis 6 erhaltene dreidimensionale Matrix wird 
5 in PBS bei 121 °C fur 20 Minuten autoklaviert. Die Matrix ist anschlieJ3end 
steril und vollstandig mit Flussigkeit benetzt. AnschlieJSend werden Zellen, 
die in einem geeigneten Kulturmedium kultiviert wurden. direkt auf eine 
den Bedurfnissen entsprechend zugeschnittene Matrix gegeben und bei der 
geeigneten Temperatur inkubiert. Die bewachsene Matrix kann steril ent- 
10 nommen und beispielsweise implantiert werden. 

Beispiel 11: Kultivierung von Chondrozyten auf der dreidimensionalen Ma- 
trix. 

15 Autologe Chondrozyten, die durch Biopsie gewonnen wurden, wurden auf 
Chondrozyte Growth Medium (CellApplications Inc., USA) kultiviert. 

Eine nach Beispiel 3 hergestellte dreidimensionale Matrix wurde zunachst 
bei 121 °C fur 20 Minuten autoklaviert. Die vollstandig benetzte Matrix 

20 wurde unter sterilen Bedingungen entsprechend zugeschnitten und in ein 
KulturgefaJS gegeben. AnschlieJSend wurden die kultivierten Chondrozyten 
mit dem Kulturmedium auf die dreidimensionale Matrix gegeben und fur 14 
bis 21 Tage bei 37 °C inkubiert. Innerhalb dieses Zeitraums wuchsen die 
Zellen in die dreidimensionale Matrix ein. Die bewachsene Matrix wurde 

25 steril entnommen und kann anschlieJSend implantiert werden. 

In Fig. 3 ist die besiedelte Chitosanmatrix als mikroskopisch vergroJSerte 
Aufnahme gezeigt. Die durch einen Pfeil gekennzeichneten dunkleren Be- 
reiche aus kugelformigen Aggregaten sind Zellaggregate, die sich wahrend 
30 der Kultivierung auf der Matrix entwickelt haben. Die Zellen wachsen in die 
Poren der Matrix hinein und bilden dort dreidimensionale Zellaggregate 
aus. 

Die Eigenschaften der Chitosanmatrix werden stark vom Herstellverfahren 
35 sowie vom verwendeten Gegenion beeinflusst. Der Einfluss des Gegenions 
wird aus einem Vergleich der Fig. 2a (Beispiel 7) und 2b (Vergleichsbeispiel 
1} deutlich. Beide Matrices wurden hergestellt, indem Chitosan und die 
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1 entsprechende Saure in Wasser gelost wurden, die Losung eingefroren und 
das Losungsmittel absublimiert wurde. Anschliej3end wurden die 
schaumartigen Ruckstande in wassriger NaOH aquilibriert. Bei Verwen- 
dung von Lactat als Gegenion (Fig. 2a) failt die Strukturveranderung der 
5 Matrix beim Aquilibrieren mit NaOH deutlich geringer aus als bei Verwen- 
dung von Phosphat (Fig. 2b). Die Oberflache der Matrix ist glatter und zeigt 
eine geringer ausgepragte Strukturierung. Die in Beispiel 7 erhaltene Ma- 
trix ist deutlich elastischer und stabiler als die Matrix aus dem Vergleichs- 
beispiel 1. Sie lasst sich zusammendrucken und kehrt bei nachlassendem 
10 Druck wieder elastisch in die ursprungliche Form zuruck. Ebenso lasst sie 
sich elastisch verbiegen, ohne dabei zu zerbrechen. 

Der Einfluss des Herstellungsverfahrens wird durch Vergleich der Fig. 1 
und 2a deutlich. Bei Fig. 1 (Beispiel 3) erfolgt die Neutralisierung der 

15 Milchsaure vor dem Lyophilisieren, wahrend bei der Matrix aus Fig. 2a die 
Milchsaure nach dem Lyopholisieren durch Alkalisieren mit wassriger 
NaOH entfernt wurde. In Fig. 1 ist deutlich die gleichmaJ3ige Struktur der 
Oberflache der Matrix zu sehen, die nahezu frei von groJSeren Vertiefungen 
ist. Die in Fig. 1 dargestellte Matrix zeigt gegenuber der Matrix aus Fig. 2a 

20 eine weiter verbesserte Weichheit und Elastizitat. 

Die Eigenschaften der Matrices sind in einem qualitativen Vergleich in Ta- 
belle 1 zusammengefasst. 

25 



30 



35 
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Vergleich der Eigenschaften poroser dreidimensionaler Chitosanmatrices 



i 
1 

i 


Gegenion 


Herstellungs- ! 
verfahren* 


Farbe 
der Matrix 


j Beispiel 3 


Lactat 


A 


weiS 


j Beispiel 4 


Acetat 


A 


weiJ3 


i Beispiel 5 

! 


Phosphat 


A 


wei£ 


| Beispiel 6 


Glutaminsaure 


A 


wei)3 


| Beispiel 7 


Lactat 


B 


wei£ 


j Vergleichsbeispiel 1 


Phosphat 


B 


wei£ 



15 



20 



25 



i 

1 

1 


Flexibilitat 
der Matrix 


Verhalten bei 
Wasserzugabe 


Sterilisierung 
(20 min bei 
120 °C) 


Beispiel 3 

i 
1 
i 

i 


weich, 

flexibel 

rollbar 


+++ 


stabil. 
kaum 

Herauslosen 
von Partikeln 


+++ 


weU3, keine 
Veranderung 


+++ 


i Beispiel 4 


weich. 
flexibel, 
bricht bei 
starkerer 
Belastung 


+ 


Herauslosen 
von Fasern 
und Parti- 
keln 


+ 


leichte 

Braunfarbung 
an den 
Randern 


+ 


Beispiel 5 


weich, 
flexibel 


++ 


Herauslosen 
von Partikeln 


+ 


wei0, keine 
Veranderung 


+++ 


Beispiel 6 


weich, 
flexibel 


++ 


Herauslosen 
von Partikeln 


+ j weU3, keine 
1 Veranderung 




Beispiel 7 


elastisch, 
biegsam 


++ 


kaum 

Herauslosen 
von Partikeln 


++ 


leichte Braun- 
farbung 


+ 


Vergleichs- 
beispiel 1 


sprode, 

bricht 

leicht 




starkes 
Herauslosen 
von Partikeln 




deutliche 
Braunfarbung 
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35 



Aufldsen des Chitosans bei saurem pH 
Neutralisieren der wassrigen Losung 
Einfrieren 

Absublimieren des Wassers 

Auflosen des Chitosans bei saurem pH 

Einfrieren 

Absublimieren des Wassers 
Aquilibrieren mit NaOH 



c 

WO 01/25321 SSSF i^CI/EP0O/O9Hil^ 

- 18 - 

Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Herstellung einer biologisch vertraglichen dreidimen- 
sionalen Matrix, wobei 
5 aus Chitosan und einem Oberschuss einer Saure eine wassrige Losung her- 
gestellt wird. die wassrige Losung neutralisiert wird, 
die neutralisierte wassrige Losung eingefroren wird und 
das Wasser unter vermindertem Druck absublimiert wird. 

10 2. Verfahren zur Herstellung einer biologisch vertraglichen dreidimen- 
sionalen Matrix, wobei 

aus Chitosan und einem Oberschuss einer Saure. die ausgewahlt ist aus 
der Gruppe. die gebildet ist von Alkyl- und Arylhydroxycarbonsauren. eine 
wassrige Losung hergestellt wird. 
15 die wassrige Losung eingefroren wird und 

das Wasser unter vermindertem Druck absublimiert wird. wobei 
uberschiissige Saure vor oder nach dem Absublimieren entfernt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Saure Milchsaure ist. 

20 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei zur 
Entfernung oder Neutralisation der Saure der pH-Wert der wassrigen Lo- 
sung durch Zugabe einer Base auf 5.0 bis 7.5. vorzugsweise 5. 5 bis 7.0. 
insbesondere 6.0 bis 7,0 eingestellt wird. 

25 

5. Dreidimensionale Matrix, erhaltlich durch ein Verfahren gemaJ3 ei- 
nem der Anspruche 1 bis 4. 

6. Dreidimensionale Matrix nach Anspruch 5. wobei Adhasionsfaktoren, 
30 Hormone und/oder Wachstumsfaktoren an das Chitosangerust gebunden 

sind. 

7. Dreidimensionale Matrix nach Anspruch 5, wobei die Matrix mit au- 
toiogem Fibrin beschichtet ist. 

35 

8. Verwendung der dreidimensionalen Matrix gema£ einem der Anspru- 
che 5 bis 7 als Festphase in einem Kulturreaktor. 
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1 9. Verwendung der dreidimensionalen Matrix gemaJJ einem der An- 
spruche 5 bis 7 als Matrix fur Implantate. 

10. Implantat, umfassend eine dreidimensionale Matrix gemaJS einem 
5 der Anspruche 5 bis 7. 
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